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論文内容要旨
 筋萎縮性側索硬化症(o〃ヶ01rophi610～εrolso1θro5isM五S)は運動ニューロンが選択的,進行性
 に変性する神経変性疾患である。疾患概念が提唱されてからノ30年あまり経過するが未だ疾患の
 多くの原因は不明であり,有効な治療法も確立されていない。混S全体の5～10%が家族性を示
 し家族性温S⑫〃1i1'01寵S;餌LS)と呼ばれている。寵Sの病因研究における大きな進歩は
 栩五Sにおける病因遺伝子C!〃ZnSO1)(SOD1)の同定とその変異遺伝子導入トランスジェニッ
 ク(塘)マウスの成功であり,現在SOD1に由来した細胞障害の検討が様々な側面から行われ
 ている。2001年、1～Z五Sの原因遺伝子としては2つ目となるオLS2遺伝子が常染色体劣性遺伝形
 式を示す家族性刃LS2型(オLS2)の原因遺伝子として同定され,泓Sの病因研究の新たな研究
 側面が提示された。そこで本研究では新たに発見された記S2遺伝子の機能を,主にその相互作
 用因子の同定から検証することを目的とした。
 最初に温S2遺伝子の産生する蛋白質オZ5iηの4つの機能ドメイン(既、0ノ,∠)研P〃,MO催
 用。齢,VPS9)に対する結合因子の同定を酵母ンε05!卿。-hッわ7iゴsアs1ε溺を用いて施行した。その
 結果,MO甜〉〃20'⑳に相互作用する因子としてTo〃ψが見いだされた。To〃ψはTo11-1ノ舵rεoεp∫εr
 (丁乙R)のアダプター蛋白であり,生来免疫や炎症反応に関わると言われている。この相互作用
 はCO37細胞を用いた免疫沈降法でも確認でき,さらにオlsinのMO1群〃10!塗とTo〃ψのC末端
 側での特異的な結合であることも示した。1五一ノや乙P8などの各種リガンドによる細胞外からの
 信号が丁乙1～を介して細胞内に伝わる過程は,最終的にNF一κβを介する転写調節に関わっている。
 そこでHEκ293細胞を用いてホタルルシフェラーゼレポーターアッセイにてN凡κβの転写活性
 化能の検討を行ったところ,7b〃ψ単独の作用としてゴ05ε一4甲θn4θη1にん芦κβの転写活性化能
 を抑制することが確認され,オZ3inを加える事でさらにその抑制作用が増強した。また,フロー
 サイトメトリーを用いた検討でCOS7細胞においてTo〃ψ遺伝子導入によりアポトーシスに促進
 的に働いたが,沼Zsinはそのアポトーシス促進効果をさらに増強した。同様の検討を惚〃ro20細
 胞を用いて行ったところやはり7b11ψ遺伝子導入によりアポトーシスに促進的に働き,オZ∫加が
 その効果を増強した。以上の結果より,ある条件下では肱inはTo〃ψによる炎症性サイトカイ
 ン依存性の亙F一κβの抑制を増強することで細胞死に促進的に働いている可能性が示唆された。
 さらに酬S蛋白質ファミリーである7b〃11はTo〃ψと相互作用して細胞内での物質輸送(小胞
 輸送)に関与することが報告されているが,河Zs'n-7b〃ψ一To〃21が蛋白質複合体として機能し,
 溺5inとTo〃1!がTo〃ψを介して相互作用して細胞内での物質輸送に関与する可能性が見いださ
 れた。諮1nの変異体がもたらす神経細胞死の原因の一つにポストゴルジネットワークを中心と
 した膜タンパク質輸送の障害が考えられ,今後の寵5の発症機序の解明において今回の結果が
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 重要な手がかりとなる可能性がある。
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 審査結果の要旨
 筋萎縮性側索硬化症(amyotrophiclateralsclerosis;ALS)は運動ニューロンが選択的に
 変性する原因不明の神経変性疾患であり,ALS全体の5～10%が家族性を示す。ALSの病因研
 究の進歩は家族性ALS(FALS)における病因遺伝子Cu/ZnSOD(SOD1)の同定とその変異
 遺伝子導入トランスジェニックマウスの成功があげられる。2001年,FALSの原因遺伝子とし
 ては2つ目となるALS2遺伝子が常染色体劣性遺伝形式を示す家系から同定された。本研究で
 はALS2遺伝子の機能を,主にその相互作用因子の同定から検証することを目的とした。
 まずALS2遺伝子の産生する蛋白質Alsinの4つの機能ドメイン(RLD1,DH/PH,MORN
 motifs,VPS9)に対する結合因子の同定をyeasttwo-hybridsystemを用いて試みた。その
 結果,MORNmotifsに相互作用する因子としてTollipが見いだされた。TollipはToll-1ike
 recepter(TLR)のアダプター蛋白であり,生来免疫や炎症反応に関わると言われている。この
 相互作用がAlsinのMORNmotifsとTollipのC末端側での特異的な結合であることをCOS7
 細胞を用いた免疫沈降法で確認した。工L-1やLPSなどの各種リガンドによる細胞外からの信号
 がTLRを介して細胞内に伝わる過程は,最終的にNF一κBを介する転写調節に関わっている。
 そこでHEK293細胞を用いたレポーターアッセイを行いNF一κBの転写活性化能の検討を行っ
 たところ,Tollip単独の作用としてNF一κBの転写活性化能を抑制することが確認され,Alsin
 がその抑制をさらに増強した。また,cos7細胞を用いたフローサイトメトリーではTollip遺
 伝子がアポトーシスに促進的に働き,Alsinはその促進効果を更に増強した。同様の検討を
 Neuro2a細胞を用いて行ったところ同様にTollip遺伝子導入によりアポトーシスに促進的に働
 き,Alsinがその効果を増強する結果であった。以上の結果から,ある条件下ではAlsinは
 Tollipによる炎症性サイトカイン依存性のNF一κBの抑制を増強することで細胞死に促進的に
 働いている可能性が示唆された。またVHS蛋白質ファミリーであるTom1はTollipと相互作
 用して細胞内での物質輸送(小胞輸送)に関与することが報告されているが,Alsin-Tollip-Tom
 lが蛋白質複合体として機能することで細胞内の物質輸送に関与している可能性が見いだされた。
 Alsinの変異体がもたらす神経細胞死の原因の一つにポストゴルジネットワークを中心とした膜
 タンパク質輸送の障害が考えられ,ALSの発症機序の解明において今回の結果は重要な手がか
 りとなる可能性がある。
 よって,本論文は博士(医学)の学位論文として合格と認める。
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